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Description 

Virus HVT recombinants notamment pour la realisation de vaccins, leur procSde de preparation, les plasmides 
realises au cours de ce precede et les vaccins obtenus. 
5 La pr6sente invention concerns des virus HVT recombinants pouvant dtre notamment utilises dans des vaccins 

contre des maladies a virus de I'homme et des animaux, leur proc6d6 de preparation, les plasmides realises au cours 
de ce precede ainsi que les vaccins obtenus. Elle concerne encore une sequence nucieotidique correspondant a une 
partte du genome du virus herpes de la dinde (HVT) qui est susceptible d'etre utilises pour la preparation de tels virus. 
Le virus herpes de la dinde (HVT) de la sous-famille des gamma-herpesviridae est un virus naturellement apa- 
io thogene et non-oncogene, reli6 s6rologiquement au virus oncogene de la maladie de Marek, agent responsable d'une 
matadie fymphoproliferative des volailles, d'une importance economique considerable. 

Ces deux virus possedent de nombreuses homologies de sequence tout au long de leur genome et les donn6es 
recentes publiees montrent, en outre, une similarity avec les genomes des virus herpes simplex (HSV) ou varicelle 
(VZV), ce qui suggere actuellement leur classification dans la famille des alpha-herpesvirus, plutot que celle des gam- 
is ma-herpesvirus, ou ils etaient classes en raison de leur tropisme (1 ) (Pour les reference bibliographiques, voir annexe 

Pendant de nombreuses annees, la vaccination a I'aide du virus HVT a 6te tres efficace pour contrdler la maladie 
de Marek. Neanmoins, Emergence de nouvelles souches hautement viruientes montre la necessite d'utiliser des 
vaccins plus proches antigeniquement du virus sauvage. Dans ce contexte, les vaccins obtenus par manipulation 
20 genStique sont une possibility interessante. 

De plus en plus se d6veloppent des vecteurs viraux vivants, tels que des souches attenuees de poxvirus ou 
d'herpesvirus. Ainsi, les virus HSV, ou de la maladie d'Aujeszky (PRV) ont 6te utilises comme vecteurs pour 1'expression 
de genes etrangers (26,34). Pour cela, les genes etrangers ont 6X6 ins£res dans des fragments clones de regions non 
essentielles des genomes herpes, puis introduits dans le vecteur viral par recombinaison homologue. Cette demiere 
25 etape est effectuee simplement par cotransfection, puisque les ADNs des virus herpes sont naturellement infectieux. 

Le virus HVT est un canditat de choix pour le d6veloppement d'un tel vecteur viral dans le domaine aviaire, puisqu'it 
presente le double avantage de pouvoir etre utilise pour ses prqpri6t6s vaccinales et comme vaccin d'autres maladies. 
De plus, ce virus entraTne une virdmie permanente et peut dtre utilise en embryo-vaccination. 

II est possible d'ins6rer a I'interieur du g6nome HVT des genes codant pour des immunogenes du virus de la 
30 maladie de Marek, potentiaiisant ainsi le role protecteur du virus HVT. II est possible 6galement d'inserer a I'interieur 
du genome HVT des genes codant pour des immunogenes d'agents pathogenes viraux, bacteriens ou parasitaires 
d'autres maladies aviaires telles que la maladie de Marek (MDV), la bronchite inf ectieuse (IBV), la maladie de Newcastle 
(NDV), la peste aviaire, la maladie de Gumboro (IBDV), Panemie aviaire (CAA), ie syndrome chute de ponte, la coc- 
cidiose, la variole aviaire, la rhinotracheite infectieuse, la colibacillose, la pasteureliose et l'h6mophilose. Le virus HVT 
35 se presenterait alors comme une chimere multivalente. 

Le materiel g6netique des herpesvirus est constitue par un ADN bicat6naire contenant 100 000 a 180 000 paires 
de bases. Diff6rentes regions de ce g6nome ont et6 montr6es comme etant non essentielles a la replication virale, et 
sont done des sites potentiels d'insertion de genes etrangers, ou de deletion pour la creation de nouvelles souches 
plus attenuees. 

40 Certaines de ces regions sont associ6es a la virulence et leur modification provoque une diminution de la patho- 

genies des virus. Ainsi, I'inactivation de la thymidine kinase rend I'herpes simplex humain non pathog6ne et n*emp§che 
pas la croissance virale in vitro (3, .8, 21 , 33) ; il en va de m§me pour le virus PRV (30). De plus, il a et6 montr6 que 
('attenuation de la souche Bartha du virus PRV est It6e a une deletion de la glycoproteine gl dont le gene se trouve 
dans le petit fragment Us (18). 

45 D'autres genes des virus herpes ont et6 identifies comme non essentiels a la croissance virale, sans que pour 

autant ils soient associ6s a des phenomenes de virulence. Parmi ces genes, on peut citer le g6ne UL24 du virus HSV 
(23),.differents genes du virus HSV situes dans le petit fragment Us (35), le gene de la glycoproteine gill du virus (BHV) 
de la rhinotracheite infectieuse bovine (9), le gene de la glycoproteine gX du virus PRV (34). 

La ribonucleotide reductase est une enzyme importante de la chaine de biosynthese de I'ADN, responsable de la 

so reduction des ribonucleotides en d6soxy ribonucleotides. Les herpesvirus possedent une activite ribonucleotide reduc- 
tase propre, r6pondant a des criteres de regulation diff6rents de ceux de I'enzyme cellulaire (12, 13). Tout comme 
I'enzyme bacterienne ou de mammif6re, la ribonucleotide reductase des virus herpes consiste en 2 sous-unites h6te- 
rologues dont ('interaction est necessaire a I'activite enzimatique : la grande sous-unite RR1 et la petite sous-unite RR2. 
Les genes codant pour ces proteines ont 6te localises et sequences pour le virus herpes simplex (HSV), le virus 

55 de la varicelle (VZV), le virus d'Epstein-Barr (EBV) et leur mode de transcription, 6tudi6 dans le cas du virus HSV (15, 
16, 27, 28). Recemment Goldstein et Weller (1988), en ins6rant le gene lacZ de la beta-galactosidase en phase dans 
la region terminale du gene codant pour la grande sous-unite de la ribonucleotide reductase du virus HSV ont montre 
le caractere non essentiel de ce gene. Des mutants deletes dans ce mfime gene du virus HSV ont 6t6 construits et 
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leur etude prouve que la ribonucleotide reductase n'est pas n6cessaire a la multiplication virale dans des cellules en 
phase exponent ie lie de croissance, Penzyme d'origine cellulaire pouvant alors compenser cetje deletion (4, 5). 

N6anmoins, meme lorsqu'ils sont cultiv6s sur des cellules possedant une activity ribonucleotide reductase trans* 
compiementante, les mutants delates voient leur croissance modifi6e (5). Ce ph^nomene est considerablement am- 
5 ptifie lorsque ces mutants sont cultivSs a 39,5°C ou sur des cellules priv6es de serum (20). Plus r6cemment encore, 
il a ete montre que la deletion de la grande sous-unite de la ribonucleotide reductase entratne une diminution de la 
virulence du virus HSV chez la souris (7). 

II n'existe, a ce jour, aucune donn6e publiee concernant le rdle essentiel de la ribonucleotide reductase du virus 
HVT. Aucune sequence n'existe concernant la petite sous-unite RR2 du gene de la ribonucleotide reductase du virus 
io HVT. 

Ainsi, la demande de brevet WO-A-88 07088 d6crit ('introduction d'un gene d'interdt dans une region non essen- 
tielle du virus HVT ou du virus MDV serotypes 1 et 2. Cette demande propose de maniere specifique tfinserer dans 
le gene codant pour la thymidine-kinase (TK) ou dans celui codant pour la proteine A. 

L'invention a done pour objectif de fournir des virus recombinants ou virus chimeras susceptibles de se multiplier 
15 de facon normale, notamment pour la realisation de vaccins efficaces. 

Le clonage et le sequencage de la partie du genome du virus herp6s de la dinde (HVT) qui correspond au gene 
de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase ont d'abord et6 realises. 

De facon surprenante, le g6ne codant pour la petite sous-unite RR2 a pu etre mute ou totalement delete et remplac6 
par une sequence codante, sans que le mutant ainsi cr66 presente une alteration en ce qui concerne sa croissance. 
20 || a ainsi 6te demohtre que le virus HVT peut etre effectivement utilise comme vecteur d'expression, en ins6rant un 
g§ne etranger dans le gene de la petite sous-unite RR2 et cela notamment sous le contrdle du ou des promoteurs de 
la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase. 

L'invention a done pour objet la sequence nucl6otidique, et ses variantes, qui correspond au gene de la petite 
sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase du virus HVT 
25 Cette sequence peut etre associee a d'autres fragments usuels tels que promoteurs, signaux d'initiation ou d'arrdts 

ou introns ou autres sequences non codantes a I'extremite 3' et/ou 5'. Elle inclut egalement les variantes obtenues 
notamment par substitution de codons ou de nucleotides conservant la signification du code, ou par substitutions, 
insertions ou deletions codant pour un polypeptide equivalent et notamment conservant ('antigenicity du polypeptide. 
Elle inclut 6galement tout fragment permettant I'expression d'un polypeptide conservant cette antigenicite. 
30 L'invention concerne egalement les diff6rents fragments de restriction ou synthetiques, provenant de la sequence 

selon l'invention et notamment tout fragment capable de s'hybrider sur le gene de la petite sous-unite RR2 de HVT ou 
tout autre virus herpes. 

L'invention a egalement pour objet un virus recombinant HVT comprenant un g6ne heterologue ins6r6 dans la 
region du g6nome du virus correspondant au gene de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase, de facon 

35 a pouvoir etre exprime. Par gene heterologue, on entend notamment un gene codant pour une proteine ou glycoprbteine 
immunogene d'un agent pathog6ne viral, bacterien ou parasitaire. Dans le cas d'un vecteur viral constitu6 du virus 
HVT, le g6he heterologue pourra 6tre notamment un gene codant pour un immunog6ne du virus de la maladie de 
Marek, de la bronchite infectieuse aviaire, de la maladie de Newcastle, de la peste aviaire, de la maladie de Gumboro, 
de I'agent de la coccidiose, de la laryngotracheite infectieuse, de la colibacillose. 

40 Par gdne heterologue, on entend egalement tout autre gene etranger au virus HVT et codant pour un peptide ou 

proteine, par exemple, hormones, facteurs de croissance, etc. 

Le gene heterologue ins6r6 est exprime de preference sous le contrQIe des sequences r6gulatrices de la trans- 
cription du gene de la petite sous-unite RR2. On peut cependant faire en sorte que cette expression soit sous la 
dependance de sequences promotrices, provenant du virus consider ou d'autres virus herpes, rapportees dans le 

45 g6nome dud it virus consider. Le g6ne est place en aval des signaux d'initiation dans un cadre de lecture correct pour 
son expression. 

De preference, on substitue les codons d'initiation et de terminaison du gene RR2 par ceux du gene a inserer. 

L'invention a encore pour objet un proc6d6 de preparation d'un virus HVT recombinant, dans lequel on ins6re le 
gene heterologue dans la region, du g6nome de HVT, qui correspond au g6ne de la petite sous-unite RR2 de ta 
50 ribonucleotide reductase. 

De preference, on isole la partie du genome viral enfermant le gene de la petite sous-unite RR2, on realise, de 
preference, une deletion partielle ou totale de ce.gene et Ton ins6re le g6ne heterologue dans la region correspondant 
audit g6ne avant d'introduire le fragment ADN ainsi obtenu dans le genome du virus par cotransfectbn et recombinaison 
homologue. 

55 De preference, on conserve les signaux d'initiation et de terminaison de transcription du gene de la petite sous- 

unite RR2. Cette expression peut aussi se faire sous la d6pendance de sequences promotrices, provenant du virus 
consid6r6, par exemple le promoteur du g6ne RR1 , du gene TK, du gene gA, du g6ne gB, ou d'autres virus herpes, 
par exemple le promoteur du g6ne gl du virus BHV ou du gene gll du virus PRV, rapportees dans le g6nome du virus 
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consider. 

Dans un mode de realisation , un proc6de de construction d'un virus recombinant peut com prendre les etapes 
suivantes ; 

s a) on isole un fragment Bam HI K1 du genome de HVT par digestion du genome par Penzyme de restriction Bam HI, 

b) on digere ce fragment par I'enzyme de restriction Hind III, pour obtenir un fragment correspondant a la partie 
5' du gene RR2 et a la region en amont incluant le promoteur et un fragment correspondant a la partie 3' du gene 
RR2 et a la region en aval de ce gene, 

c) on clone les deux fragments ainsi obtenus en b) respectivement dans les vecteurs pUC 18 et pUC 1 9, 

10 d) on digere ces plasmides respectivement par les couples d'enzymes de restriction Hind III - Aat II et Xmn I - Aat 

II pour gen6rer un nouveau plasmide comportant une deletion entre les sites Hind III et Xmn I, 

e) on cree par mutag6nese dirig6e des sites de restriction dans le plasmide obtenu en d), permettant I'insertion 
correcte du gene a exprimer, 

f) on clone dans ces sites de restriction un gene heterologue, notamment un gene codant pour un immunogene 
is associe a une maladie aviaire, et 

g) on insere le fragment d'ADN obtenu en f) dans le genome du virus HVT par cotransfection et recombinaison 
homologue. 

L' invent ion a encore pour objet un virus recombinant obtenu par le procede selon invention. 
20 L'invention a encore pour objet un plasmide comportant une partie du g6nome, du virus HVT, qui renferme le gene 

de la petite sous-unite RR2. 

De preference, la partie de genome contenu dans te plasmide comprend une delation dans la region correspondant 
au gene de la petite sous-unite RR2. De preference encore, un gene heterologue, par exemple un gene codant pour 
un immunogene, est inser6 dans ladite region correspondant au gene de la petite sous-unite RR2. 
25 L'invention a encore pour objet un plasmide comportant le fragment Bam HI K1 , du virus HVT, renfermant le gene 

de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase. De preference, ce fragment comprend une deletion de 766 
bases entre les sites initiaux Hind III et Xmn I. De preference encore un gene heterologue codant pour un immunogene 
de maladie aviaire est ins6re dans la region, de ce fragment, qui correspond au gene de la petite sous-unite RR2 de 
la ribonucleotide reductase. 

30 L'invention a encore pour objet des virus recombinants HVT comprenant le fragment de genome recombin6 du 

plasmide realise a partir du genome dud it virus. 

L'invention a encore pour objet un vaccin comprenant un virus recombinant obtenu com me pr6cedemrnent Les 
excipients et diluants seront notamment ceux utilises habituellement pour la preparation de tels vaccins, notamment 
des vaccins vivants concernes. 

35 L'invention va elre maintenant decrite plus en detail. On va d'abord decrire le clonage et le sequencage du gene 

de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase du virus HVT, puis (introduction d'une deletion dans le gene 
de la petite sous-unite de HVT et la demonstration du caractere non essentiel de cette petite sous-unite dans la mul- 
tiplication virale. On verra ensuite ('insertion de genes heterologues dans le vecteur viral et leur expression. 
La description detail!6e sera faite en reference au dessin annexe dans lequel : 

40 

la figure 1 represente la carte de restriction du genome du virus HVT et la localisation du gene RR2 ; 
la figure 2 represente un schema expliquant ('introduction d'une deletion dans la petite sous-unite RR2 de la ribo- 
nucleotide reductase ; 

la figure 3 represente un schema expliquant la creation de sites de clonage par mutagenese dirig6e dans le gene 
45 d6l6te de la petite sous-unite RR2 ; 

la figure 4 represente un schema expliquant I'insertion du gene LacZ a la place du gene codant pour la petite sous- 
unite RR2 de la ribonucleotide reductase ; 

la figure 5 represente un schema expliquant ('introduction d'un "poly I inker" a la place du gene RR2 ; et 
la figure 6 represente un schema expliquant (Insertion de I'ADNc du gene de la proline fusion du virus de la 
so maladie de Newcastle. 

MATERIEL ET METHODES 

De maniere generate, les techniques utilisees pour la construction des plasmides recombinants sont celles d6c rites 
ss par T. Maniatis et al. (17). Pour toutes les etapes de clonage ou de sous-clonage, le vecteur linearise par les enzymes 
de restriction appropriees est d6phosphoryl6 avant ligation. 

La purification des fragments d'ADN a partir d'un gel d'agarose est faite selon la technique decrite par le fabricant : 
"Geneclean" (Bio 101 , San Diego, Californie, USA). 
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Souche virale 

La souche FC 126 du virus HVT a 6te isolee en 1968 par le Dr. Witter du Regional Poultry Research Laboratory 
(USDA, East Lansing, Michigan, USA), dans un troupeau de dindes de 23 semaines (36). 
5 Elie a 6t6 ensuite passee 10 fois sur des fibroblastes de canard, puis a subi 9 passages suppiementaires sur des 

fibroblastes d'embryons de poulets EOPS. 

L'ADN viral utilise" pour ce travail a 6t6 extrait a partirde virus ayant fait I'objet au total de 23 a 24 passages a partir 
de Tisolat d'origine. 

10 Culture cellulaire 

Les fibroblastes d'embryons de poulets sont cultiv6s en milieu F10-199 (Rhdne-Merieux, Lyon, France) supple- 
mente de serum de veau foetal. 

Les cellules destinies a produire le virus utilise pour purifier PADN ont ete cultiv6es en flacons roulants. 
is Pour les experiences de transfection, les cellules ont 6te culthtees en boltes de Petri de 10 cm ou sur des bottes 

a 24 puits. 

Isolement d'ADN du virus HVT pour le clonage 

20 Les monocouches confluentes de fibroblastes de poulet sont infectees par le virus HVT et laissees en incubation 

pendant 1 a 3 jours a 39°C + 1°C. Lorsque I'effet cytopathique dO au virus est juge optimum, les cellules infectees 
sont decoltees des parois des flacons roulants puis centrifugals. Les culots de cellules infectees sont remis en sus- 
pension dans un stabilisateur contenant du saccharose et de I'albumine bovine. La suspension cellulaire ainsi pr6par6e 
est plongee dans un bain-marie glace, puis traitee aux ultrasons. La suspension est ensuite clarified par centrifugation 

25 a basse vitesse et centrifuge^ 1 h a 40 000 tr/mn avec un rotor Ti 45 (Beckmann, Palo Alto, Caltfornie, USA). 

Le cutot viral, repris en tampon (Tris 1 0 mM; NaC1 1 36 mM ; KCI 2,6 mM ; MgCfe 20 mM; CaCI 2 1 ,8 mM) et purifie 
par centrif ugation sur gradient zonal de saccharose (30 %, 50 % p/v) pendant 20 h a 23 000 tr/mn avec un rotor SW28 
(Beckmann). Le virus obtenu dans la fraction correspondant a une density de saccharose correspondant a une con- 
centration d'environ 48 % est r6cup6r6. Apres dilution en tampon Tris 50 mM EDTA 10 mM, le virus est sedimente par 

30 centrtfugation pendant 40 mn a 40 000 tr/mn avec un rotor SW41 (Beckmann). L'ADN viral est alors extrait en traitant 
le virus purifie par la proteinase K a raison de 1 00 u.g/ml pendant 2 h a 37° C en presence de SDS a 0,5 %, puis purifie 
par un traitement au phenol suivi de 3 traitements au chloroforme-alcool isoamylique (24:1). L'ADN viral est ensuite 
precipite par de I'ethanol a -20°C. 

35 Isolement d'ADN infectieux pour les expediences de transfection. 

Le virus HVT associe aux cellules est inocuie a des monocouches confluentes de fibroblastes de poulets a une 
multiplicity d'infection d'environ 0,001 uf p (unite formatrice de plaques) par cellule. 

Les cellules infectees sont incubees a 37°C en milieu F10-199 suppiemente avec 2 % de serum de veau foetal. 
40 Lorsque I'effet cytopathique est maximum (2 a 3 jours), le milieu est elimind et les cellules infectees sont r6cottees 

apres trypsination, puis s6dimentees par centrifugation a basse vitesse. 

Le culot renfermant les cellules infectees est repris en tampon Tris 10 mM - EDTA 1 mM, pH 8, renfermant 0,5 % 
(p,v) de Triton X100 et 0,5 % (p,v) de NP40 a raison de 2.10 8 cellules infectees par ml de tampon et traitees comme 
decrit par Lee et coll, 1 980 (1 4). 
45 Le virus est ensuite obtenu par centrifugation sur gradient de saccharose 15 % - 30 % (p/v) pendant 24 mn a 22 

000 tr/mn comme indique* par Lee et coll. 

L'ADN viral est extrait des virus purifies par traitement a la proteinase K (400 ug/ml final) et SDS 0,5 % (p,v) 
pendant 1 nuit a 37°C, puis purifie" par centrifugation zonale sur gradient de glycerol 10 % - 30 % (v,v), pendant 4 h 
30 a 38 000 tr/mn avec un rotor SW41 . 
so L'ADN viral est ensuite pr6cipit6 par I'alcool et repris en tampon Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5. 

Clonage de PADN 

L'ADN viral a 6te dig6te par I'enzyme de restriction Bam HI et les fragments ont ete clones dans le plasmide pUC 
55 1 8 (38) digSte prealablement par Bam HI et d6phosphoryle\ 

Les bacteries E. coli NM 522 (6) ont ete transformers selon la procedure au chlorure de calcium, puis cuitKtees 
en presence d'ampicilline et d'Xgal. 

Les colonies blanches ont 6te cultivees en petits volumes et I'ADN plasmidique a 6t6 extrait. 
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Les clones ont 6X6 s6lectionn6s en fonction de la taille des inserts determin6e par eMectrophorese sur gel d'agarose 
a 0,8 % apres digestion par Bam HI. 

S6guencage . 

Les sequences nucl6otidiques ont 6X6 determin^es selon la technique des did6soxynucl6otides decrite par Sanger, 
1977 (24), a I'aide du kit Sequanase version 2 (USB, Cleveland, Ohio, USA) selon le protocole dScrit par le fabricant 
(29), en utilisant des oligonucleotides synthetiques specifiques (Applied Biosystems, Forster City, Californie, USA). 

10 Mutag6nese dirig6e . 

Les fragments d'ADN clones dans le phage M13 ont 6X6 mutagSnises selon la technique d6crite par le fabricant 
du kit de mutag6nese in vitro (Amersham, Buckinghamshire, Grande-Bretagne) (19, 31, 32). 
- Les fragments d'ADN clones dans le vecteur Blue Script SK+ (Stratagene, La Jolla, Californie, USA) ont 6X6 mu- 
15 ' tag6nis6s apr&s separation des ADN simple brin a I'aide du phage helper R408 (Stratagene, La Jolla, USA) (22). 

La procedure de mutagenese et de selection des mutants en utilisant la souche CJ236 duf ung- d'E. colt (In 
Vitrogen, San Diego, Californie, USA), a 6X6 d6crite par T. Kunkel et al. (10,11). 

Transfection . 

20 

Les cellules primaires d'embryons de poulets cultivees jusqu'a confluence (24 h) ont 6X6 cotransfectees par I'ADN 
viral HVT et I'ADN d'un plasmide renfermant le gene a insurer, flanque en 5' et 3' de regions du g6nome HVT de facpn 
a permettre la recombinaison homologue. 

La technique utilised est celle de la Lipofectine® decrite par le fabricant (BRL, Bethesda Research Laboratory, 
25 Gaithersburg, Madison, USA) (2). 

I u.g d'ADN viral a 6X6 melange" avec 1 a 10 jig d'ADN du plasmide linearise, sous un volume de 50 uJ, puis ajoute 
a 50 uJ de r6actrf Lipofectine. 

L'ensemble a 6X6 Iaiss6 30 mn a temperature ambiante, puis ajoute aux cellules prealablement rincees par du 
milieu sans s6rum. L'adsorption a 6te realisee pendant 5 h a 37°C sous ambiance C0 2 en presence de 3 ml de milieu 
30 sans serum (optimum de BRL). Apres 5 h, du s6rum de veau foetal a 6t6 ajoute a 8 % final et la culture a 6t6 poursuivie 
pendant 72 h ou plus. 

Les premieres figures d'effet cytopathogehe sont apparues au bout de 72 h. 

Les cellules ont parfois 6t6 trypsin6es aprds 72 h, puis r6inocul6es (1:1 ou 1:2) en un passage secondare, en 
milieu F10-199, et incubees a 37 a C jusqu'a apparition des plages de lyse (72 h au minimum), cela pour augmenter 
35 I'effet cytopathogene. 

200 plages en moyenne par u,g d'ADN HVT ont 6t6 obtenues. 

Aprfes apparition des foyers viraux, le milieu est 6limin6 puis remplac6 par du milieu F10-199 suppiemente par 2 
% de s6rum de veau foetal et renfermant 1 % d'agarose. 

Les cellules infectees ont 6te r6cuper6es par carottage, dissoci6es par addition d'une goutte de solution de trypsine 
40 (0,4 %o) et inocuiees a une culture cellulaire. 

EXEMPLE 1. 

CLONAGE DU GENE DE LA RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE ET DETERMINATION DE SA SEQUENCE NUCLEO- 
45 TIDIQUE 

II a et6 montre par Buckmaster et coll. que le gene de la grande sous-unite de la ribonucleotide reductase du virus 
HVT pouvait etre localisee soit au niveau du fragment de restriction Bam HI K1, soit au niveau du fragment Bam HI 
K2(1). 

50 Les plasmides pUC 1 8 renfermant un insert d'une taille correspondant a celle du fragment K1 /K2 (soit 4,2 kilobases) 

decrits ci-dessus (clonage de I'ADN), ont done 6te s6lectipnn6s, puis les extr6mites des inserts sequencees. Les 
sequences obtenues ont et6 compares, a I'aide d'un programme d'anatyse de sequences Microgenie (Beckmann), 
aux sequences publi6es de la ribonucleotide reductase des virus VZV, HSV, EBV. L'homologie de sequence a permis 
de retenir le plasmide pHVT K1 . Ce plasmide contient la totality du g&ne de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide 

55 reductase et la r6gon 3* du g6ne de la grande sous-unite RR1 . 

La sequence du g£ne de la ribonucleotide reductase est rep6r6e SEQ ID NO : 1 dans la liste des sequences 
annex6e (annexe 2). La phase de lecture correspondant au gdne de la petite sous-unite RR2 commence a la position 
1 965 et se termine a la position 2759. 
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La sequence RR2 obtenue prdsente une homologie de 54 % au niveau nucleotides avec la sequence correspon- 
dante du virus VZV Cette homolopie n'est plus que de 30 % avec le virus EBV, ce qui montre a nouveau une plus 
grande homologie des sequences du virus HVT avec celles des alpha-herpesvirus. 

s EXEMPLE 2. 

INSERTION DU GENE Lac Z DANS LE VECTEUR HVT 

La possibility d'utiliser le gene de la petite sous-unite de la ribonucleotide reductase comme site d'insertion de 
io genes etrangers peut etre demontree en lui substituant tout d'abord un gene marqueur, par exempte le gene lacZ de 
la bdta-galactosidase. 

Si le site est bien non essentiel, le virus mutant HVT Lac RR2© apres recombinaison in vivo donnera en presence 
d'Xgal une coloration bleue, 

1$ 1 - Construction d'un plasmide PHVT002 renfermant le gene lacZ a la place du gene de la petite sous-unite" de la 
ribonucleotide reductase. 

Ce plasmide a ete construit en 3 Stapes : 

20 - introduction d'une deletion dans le gene de la petite sous-unite de la ribonucleotide reductase : plasmide pHVT 
001 ; 

creation de sites de restriction par mutag6nese dirigee pour le clonage du gdne heterologue ; 
insertion du gene lacZ de la beta-galactosidase : plasmide pHVT 002. 

25 1.1 - Construction du plasmide pHVT001 (figure 2) , 

Le plasmide pHVT K1, qui renferme le fragment de restriction BamHI K1, a 6t6 dig6r6 par BamHI. Ce fragment 
de 4,2 kilobases a 6t6 purifie par eiectrophorese sur gel d'agarose, II a ensuite 6te digere par Hindlll. 

Le fragment BamHI-Hindlll de 1374 paires de bases a et6 sous-clone" dans le vecteur pUC18 pr6alablement li- 
30 n6aris6 pour donner le plasmide p18HVT RR1. 

Le fragment Hindlll-BamHI de 2826 paires de bases a 6t6 sous-clon6 dans le vecteur pUC1 9 (38) prealablement 
linearise pour donner le plasmide p19HVT RR2. 

Le plasmide p18HVT RR1 a 6X6 digere par Hindlll. Les extremes de I'ADN ainsi linearise ont et6 remplies grace 
a I'ADN polymerase (fragment Klenow). Une deuxieme digestion par I'enzyme Aatll a ensuite 6t6 realis6e. Le fragment 
35 de 3578 paires de bases ayant une extremite franche et I'autre extremite correspondant au site Aatll a 6te purifie par 
eiectrophorese sur gel d'agarose. 

Le plasmide p19HVT RR2 a et6 dig6r6 par I'enzyme de restriction Xmnl, puis par I'enzyme de restriction Aatll. Le 
fragment de restriction de 2700 paires de bases Aatll-Xmnl, apres purification sur gel d'agarose, a 6t6 ligue avec le 
fragment de 3578 paires de bases decrit au paragraphe precedent pour donner le plasmide pHVTOOL Ce plasmide 
40 comporte une deletion de 766 paires de bases entre les sites initiaux Hindlll et Xmnl. 

1.2 Creation de sites de clonage par mutag6n6se dirigee (figure 3) 

Le fragment de restriction BamHI de 3440 paires de bases issu du plasmide pHVT001 a ete purifie par electro- 
ns phorese, puis dig6r6 par EcoRI. Les 2 fragments BamHI- EcoRI de respectivement 1340 paires de bases et 2100 
paires de bases environ ont et6 clones dans le phage M1 3mp1 9 (38). Les clones obtenus sont respectivement nommes 
mp1 9 RR1 et mp1 9 RR20. 

Un site Smal a ete cr66 par mutag6nese dirigee dans le phage mp1 9 RR1 , en 3* de I'ATG, a I'aide de ('oligonu- 
cleotide designe par SEQ ID NO : 3 dans la liste des sequences annexee. 
so Le phage ainsi obtenu est denomme : mp1 9 RR1 Sma. 

Un site Sail a 6te introduit dans le phage mp19 RR20 en 5' du signal de polyad6nylation du gene de la petite 
sous-unite a I'aide de ('oligonucleotide d6sign6 par SEQ ID NO : 4. 

Le phage ainsi obtenu est d6nomm6 mp19 RR20 Sal. 

55 1.3 Creation du plasmide pHVT002 (figure 4) . 

Le fragment mute BamHI-EcoRI de 1 340 paires de bases contenu dans le vecteur mp1 9 RR1 Sma, tel que decrit 
a la figure 3, a 6t6 purifie par eiectrophorese apres digestion par Pstl et Smal. II a ensuite 6t6 clone dans le vecteur 
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pMC1871 (Pharmacia-LKB, Uppsala, Suede) (25) ent re les sites Pstl etSmat, pour donnerleplasmidepMC 1871 RR1. 

Ce plasmide renferme les 1000 bases 3' terminates du gene de la grande sous-unite RR1 de la ribonucleotide 
reductase et le gene Lac Z en phase avec I'ATG de la petite sous-unitS RR2. 

Le fragment mute BamHI-EcoRI d'environ 2100 paires de bases provenant du phage mp19 RR2© Sal tel que 
s decrit a la figure 3, a ete clone dans le vecteur pBR322 (37) entre les sites BamHI et Sail pour donner le plasmide 
pBR RR2©. Les deux nouveaux plasmides pMC1871 RR1 et pBR RR20 ont 6X6 digeres par Xmalll et Sail. 

Le fragment Xmalli-Sall de 3665 paires de bases isole a partir du plasmide pMC1871 RR1 a et6 purifie par elec- 
trophorese. De la meme facon, le fragment Xmalll-Sall de 6200 paires de bases environ isole a partir du plasmide 
pBR RR2© a ete purified Ces deux fragments ont ensuite 6X6 liguGs pour donner le plasmide pHVT002. 
10 Ce plasmide renferme done les 200 paires de bases de la partie 3* du gene RR1 , les 33 paires de bases non 

codantes jusqu'a PATG du gene RR2, puis le gene Lac Z ins6re en phase, et enfin la region 3' non codante du gene RR2. 

2. Obtention d'un virus HVT mute RR2Q Lac Z 

is Des cellules primaires d'embryons de poulet ont ele cotransfectees avec 1 a 10 \ig de plasmide pHVT002 et 1 ug 

d'ADN genomique HVT infectieux selon la technique de la Lipof ectine. Apres 72 a 96 h de culture a 37°C sous ambiance 
C0 2 , de nombreuses figures d'effet cytopathique sont observees. Le milieu a alors 6X6 elimine et remplace par une 
surcouche d'agarose a 1 % en milieu F10-199 renfermant 0,5 % d'Xgal. La culture a ete poursuivie pendant 24 h. Au 
bout de 4 a 5 h, des plages bleues nettement identifiables ont et6 obtenues. 

20 Les cellules ont alors ete pr6levees par carottage et le tapis cellulaire restant au fond du puits a 6X6 repris par 

addition d'une goutte de trypsine. L'ensemble a 6X6 inocule a des cellules saines. Un effet cytopathique a 6X6 observe 
apres 72 a 96 h. APres addition d'Xgal, les cellules infectees pr6sentent des lesions du tapis cellulaire colorees en bleu. 

EXEMPLE 3 

25 

INSERTION DU GENE FUSION DU VIRUS DE LA MALADIE DE NEWCASTLE 

L'insertion du gene fusion de la maladie de Newcastle a 6X6 realisee en deux Stapes. 

30 1) Construction du plasmide pHVT003 comprenant la deletion du gene RR2 et l'insertion de plusieurs sites de 

clonage. 

2) Construction du plasmide pHVT004 contenant le gene fusion a la place du gene RR2, 
1. Construction du plasmide pHVT003 (figure 5) 

35 

Le phage recombinant mute mp19 RRISma decrit a la figure 3 a ete diger6 par Smal et BamMHI 
Le fragment Iiber6 de 1110 paires de bases, qui contient une partie du gene RR1 et le codon ATG du gene RR2, 
a et6 clon6 dans le vecteur Blue Script SK+ au niveau des sites de restriction Smal et BamHI pour donner le plasmide 
pSK+RR1. Par mutagdnese dirigee, un site de restriction Ncol a 6X6 introduit au niveau du signal ATG a I'aide de 
40 ('oligonucleotide SEQ ID NO : 5, generant ainsi le plasmide pSK+ RR1 Nco. 

Le phage recombinant mute, mp19 RR20Sal, decrit figure 3, a ete digSre par BamHI et Sail. Le fragment Iiber6 
de 2,1 kilobases environ a 6te clon6 dans le vecteur M13mp18 au niveau des sites de restriction BamHI et Sail. Le 
clone obtenu a et6 appele mp1 8 RR2-Sal. 

Le fragment de 2,1 kilobases environ a ete Iib6re du phage mp18 RR2-Sal par digestion par Kpnl et Sail, puis 
45 introduit au niveau de ces sites dans le plasmide pSK+ RRINco, linearise par les enzymes Kpnl et Sail. Un plasmide 
pHVT003 a ainsi 6X6 construit. II renferme une partie du gene RR1 , la region 3' non codante de ce gene, le codon ATG 
du gene RR2, une sequence comprenant plusieurs sites de restriction uniques et enfin la region 3' non codante du 
gene RR2. 

so 2. Construction du plasmide pHVT004 qui renferme le gene fusion du virus de la maladie de Newcastle, insert a la 
place du gene RR2. 

L'ADNc du gene fusion a 6te clone dans le vecteur pBR322 au site Seal, ce qui correspond au plasmide pNDV108. 
La sequence du gene fusion est donnee en annexe : SEQ ID NO : 2 
55 Le plasmide pNDV108 a ete dig6re par BstEII, les extremites remplies par I'ADN polymerase (fragment Klenow) 

puis par Sphl. L'insert de 1786 paires de bases ainsi liberd a et6clon6 dans le phage M13mp1 9 linearise par Smal et 
Sphl pour donner le phage mp19 F5. Ce phage est ensuite mutag6nis6 a I'aide de ('oligonucleotide SEQ ID NO: 6, 
pour donner le phage mute" mp19 F5Nco. 
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Le phage mp19 F5Nco a ete digere par Accl et Ncol, et le fragment de 852 paires de bases ainsi obtenu a ete 
clone dans le vecteur pHVT003 linearise par Ncol et Smal pour donner le plasmide pHVT003 FSNco. 

Ce plasmide insere done la region 3' terminale du gene RR1, les 33 bases non codantes en 3* de ce gene, puis 
852 bases du gene fusion insere en phase, une sequence "polylinker" et enfin la region non codante situee en 3 r du 
5 gene RR2. 

Le plasmide pNDV108 a ete digere par Pstl et BamHI. Le fragment de 1765 paires de bases obtenu a ete clone 
dans le phage M13mp19 linearise par Pstl et BamHI pour donner la phage mp19 F3, puis mutagenise a I'aide de 
('oligonucleotide SEQ ID NO : 7, pour donner le phage mp19 F5EcoRV. Ce phage a ete digere par Pstl et EcoRV, et 
le fragment de 1567 paires de bases ainsi libere a ete clone dans le plasmide pHVT003 F5Nco, linearise par Pstl et 
10 EcoRV, pour donner le plasmide pHVT004. 

Ce plasmide contient la region 3' du gene RR1 , les 33 bases non codantes en 3' de ce gene, puis le gene fusion 
du virus de la maladie de Newcastle insere en phase, et enfin la region 3' non codante du gene RR2. 

INSERTION DU GENE FUSION DANS LE VIRUS VECTEUR HVT 

15 

Le plasmide pHVT004 a ete utilise dans des experiences de cotransf ection de cellules de fibroblastes d'embryons 
de poulet avec I'ADN infectieux du virus HVT. On peut ainsi obtenir un virus recombinant HVT exprimant le gene fusion 
du virus de la maladie de Newcastle. 

La petite sous-unite de la ribonucleotide reductase peut done etre utilisee pour inserer des genes dans le genome 
20 du virus HVT et les promoteurs de la ribonucleotide reductase sont efficaces pour permettre leur expression. 

On peut ainsi inserer des genes codant pour des immunogenes associes a la maladie de Marek, a la bronchite 
infectieuse aviaire, a la maladie de Newcastle, a la peste aviaire, a la maladie de Gumboro, a la coccidiose, a la 
rhinotrachdite infectieuse, a la colibacillose. 

Les virus recombinants ainsi obtenus pourront etre utilises comme vecteurs d'expression du gene insere, dans 
25 des vaccins dits vaccins chimeres. Le viremie permanente dont est responsable le virus HVT doit permettre une bonne 
dissemination des immunogenes exprimes et ainsi provoquer la reponse immunitaire souhaitee. 

Bien entendu, les virus recombinants selon I'invention peuvent comporter ensuite, en plus du ou des genes inseres 
dans le gene de la petite sous-unite RR2, un ou plusieurs genes inseres en d'autres endroits du genome, par exemple 
dans la grande sous-unite RR1 ou dans le gene codant pour la thymidine kinase. 

30 
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SEQ ID NO:1 

Longueur de la sequence : 3 278 paires de bases 
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Type de molecule sSquencSe : 

ADN gdnomique 
Origine de la molecule : 

Virus herpes de la dinde (HVT) souche FC 126 
s Source expSrimentale : 

Plasmide pHVT K1 
Caract§ristiques : 

de 1 a 1 662 paires de bases : gene RR1 
10 de 1 663 a 1 694 paires de bases : region non codante 

de 1 695 a 2 759 paires de bases : gene RR2 
de 2 760 a 3 278 paires de bases : region non codante 
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TTA 


GCA 


AGC 


ATT 


AAT 






Thr 


Asn 


Glu 


Ser 


Thr 


Asn 


Gly 


Val 


Cys 


Thr 


Leu 


Ala 


Ser 


He 


Asn 


225 


40 


cTb 


bCC 


A fZ A 


t sir 
1 bC 


b 1 I 


Cbc 


( 


'J 1 t 




b r b 


AAT 


GTA AAT 




ATT 






Leu 


Ala 


Arg 


Cys 


Val 


Arg 


Arg 


Val. 


Asn 


Val 


Asn 


Val 


Asn 


Ser 


He 


240 




TTG 


A X/" 

ATb 


ccc 


XX A 

TTA 


bbC 


a xr 




Txt 
1 1 I 


A/-A 


K, 1 b 


bCC 


ACC 


GTT 


TTT 
l l l 


APT 






Leu 


Met 


Pro 


Leu 


Gl y 


Met 


Pro 


Phe 


Arg 


Leu 


Ala 


Thr 


Val 


Phe 


Thr 


255 


45 


A A X 

AAT 


GCA 


A X A 

nTA 


A X." 

AT'o 


.T* A X 

bAT 


Gbb 


A /"T 


A X 

b«T 


bTC 


ccc 


A A 

ACA 


GTC 


AAA 


TTT 
1 C 1 


paa 






Asn 


Ala 


lie 


Met 


ASP 


Gly 


Ser 


Asp 


Val 


Pro 


Thr 


Val 


Ly; 


Ser 


Gin 


270 




1 Cb 


b'O i 


Til A 




vO'w 


hrt'w 


mum 


T,*X 

1 W 1 


ATT 


bb i 


ATA 


GGC 


GTC 






855 


50 


Ser 


Gl y 


Arc 


ASP 


Arq 


Asn 


Arg 


Ser 


He 


Gl y 


He 


Gly 


Val 


Gin 


Gly 


285 


TTT 


CAT 


ACA 


GCC 


ATG 


CTA 


TCT 


TTG 


GGT 


CTA 


GAT 


TTA 


GAG 


GAC 


GGA 


900 




Phe 


His 


Thr- 


Ala 


Met 


Leu 


Ser 


Leu 


Glv 


Leu 


Asp 


Leu 


Glu 


Asp 


Gly 


300 




5CT 


GTC 


AGA 


GCA 


CTT 


AAT 


AAG 


CAA 


ATA 


TTT 


GAA 


CTA 


ATG 


CTA 


TTA 


945 


55 


Ala 


Vs 1 


nrg 


Ala 


Leu 


Asn 


Lvs 


Gin 


He 


Phe 


Gl u 


Leu 


Met 


Leu 


Leu 


315 




GCT 


ATG 


ACC 


GTG 


AGC 


TGC 


GAA 


TTT 


TGT 


GAG 


CGG 


GGT 


CTT 


CCA 


990 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Glu 


Ala 


Met 


Thr 


Val 


Ser 


Cys 


Glu 


Phe 


Cys 


Slu 


Arg 


61 y 


Leu 


Pro 


330 


CCG 
Pro 


TTC 
Phe 


CCA 
Pro 


GAC 
Asp 


TTC 
Phe 


TCT 
Ser 


GAC 
Asp 


AGC 
Ser 


TAC 
Tyr 


TAT 

Tyr 


GCT 
Ala 


CAA 
Sir. 


55 C 
Sly 


CGT 
Arg 


TTG 
Leu 


1035 
345 


CAT 
His 


TTT 
Phe 


GAT 
Asp 


G5A 
Gly 


1 55 
Tpp 


6AT 
ASP 


AGT 
Ser 


GT5 

Val 


6AG 
61 u 


TTA 
Leu 


ACG 
Thr 


GCC 
Ala 


CCC 
Pro 


GAG 
Glu 


5AA 
51 u 


10S0 
360 


T55 
Trp 


5GA 

Sly 


GTT 
Val 


CTC 
Leu 


CGC 
Arg 


55T 
51 y 


CGT 
Arg 


ATA 
He 


ATG TCG 
Met, Ser 


TCT 
Ser 


555 

Gly 


CTT 

Leu 


TAC 

Tyr 


AAC 

Asn 


1125 
37E 


GCC 
Ala 


CAG 
61 n 


TTC 
Phe 


ATA 
lie 


5CG 
Al a 


CTG 
Leu 


ATG 
Met 


CCT 
Pro 


ACT 
Thr 


GCC 
Ala 


GCA 
Ala 


TCG 
Ser 


5CS 
Ala 


CAA 
Sir, 


GTG 
Val 


1170 
390 


ACC 
Thr 


5A6 
51 u 


GTT 

Val 


AGC 
Ser 


GAA 
Glu 


5GA 
Gly 


TTT 
Phe 


GCC 
Ala 


CCT 
Pro 


TTG 
Leu 


TTC 
Phe 


AGT 
Ser 


AAC 
Asn 


ATG 
Met 


TTC 
Phe 


1215 


A5C 
Ser- 


AA6 
Lys 


675- 
Val 


ACA 

Thr 


AST 
Ser 


GCC 
Ala 


GG6 
Gly 


GAA 
Glu 


CTG 
Leu 


CTT 

Leu 


ASA 
Arg 


CCC 
Pro 


AAC 
Asn 


AST 
Ser 


CAA 
61 n 


1260 
420 


TTA 
Leu 


ATG 
Met 


C65 
Arg 


GAC 
Asp 


5T6 

Val 


ASA 
Arg 


CAG 
61 r. 


ATA 
lie 


TAT 
Tyr 


CCC 
Pro 


GAT 
Asp 


AAT 
Asn 


5AS 
Glu 


CAS 
61 n 


CGT 
Arg 


1305 
435 


CGC 
Arg 


TTA 

Leu 


AGC 

ScP 


GCC 
Ala 


ATT 
lie 


ACT 
Thr 


GCA 
Ala 


CTT 
Leu 


SAG 

51 u 


TCC 
Ser 


ACT 

Thr 

y 


GCA 
Ala 


TG5 
Tpp 


TGC 

Cys 


GTC 
Val 


1350 
450 


AAA 

L>'S 


GAA 
Glu 


GC5 
Ala 


CTA 
Leu 


565 
Gly 


GAT 

Asp 


CGS 
Arg 


CCG 
Pro 


AAA 
51 u 


TGT 

Cys 


ACT 

Thr 


CGT 
Arg 


CTA 
Leu 


CTC 
Leu 


AAA 

Lys 


1395 

465 


TAT 

Ty r 


AAA 
Lys 


ACG 
Thr 


6 Co 
Ala 


TTC 
Phe 


GAA 
Glu 


TAC 
Tyr 


GAT 
Asp 


~ ft. A 

Ur»A 

51 n 


TCT 

Ser 


CTC 
Leu 


CTA 
Leu 


ATA 
He 


SAT 
Asp 


TTA 
Leu 


1440 
4 SO 


TGT 

Cys 


5CS 
A! a 


GAT 
Asp 


AGA 
Arg 


GCC 
Ala 


OCT 
Pro 


TTT 
Phe 


GTG 

Val 


SAT 
Asp 


CAG 
61 n 


AGC 
Ser 


CAA 
Gin 


TCA 
Sep 


ATS 
Met 


ACT 
Thr 


1465 
495 


CTG 
Leu 


TTT 
Phe 


GTA 

Val 


AC5 
Thr 


5AA 
61 u 


ACA 
Thr 


GCT 
Ala 


GAC 
ASP 


61 y 


ACG 
Thr 


CTA 
Leu 


TTG 
Leu 


GCA 
Ala 


TCC 

Ser 


CGC 
Arg 


1530 
510 


GTC 

Val 


ATG 
Met 


AA6 
Lys 


CTC 
Leu 


TTA 
Leu 


CAT 
His 


GCC 
Ala 


TAT 
Tvr 


AAA 
Lys 


AGC 
Ser 


TG5 
Trp 


TCT 
Ser 


CAA 
Sin 


AAC 
Asn 


555 
Gly 


1575 
525 


AAT 
Asn 


GTA 
Val 


CTA 
Leu 


TTG 
Leu 


CAA 
61 n 


GAT 
Asp 


CGC 
Arg 


AA6 
Lys 


GCT 
Ala 


ACS 
Thr 


AAT 
Asn 


ACT 
Thr 


55C 
Sly 


ATA 
He 


TTT 

Phe 


1620 
540 


AGC 
Ser 


GGC 
Gly 


GAC 
Asp 


GGA 
Gly 


GAA 
Glu 


CTG 
Leu 


ACC 
Thr 


TGT 
Cys 


TCT 
Ser 


TCC 
Ser 


TSC 

Cys 


5TG 

Va) 


TTG 
Leu 


TAATAAC 


1666 
553 


CACCGTTTATTAACTCAATATA6CC5CCATG 

Met 


AAC 
Asn 


AAC 

Asn 


CCA 
Pro 


GTG 
Val 


CAT 
His 


GCT 
Ala 


5CC 
Ala 


1715 
561 


GGG 
Gly 


AAT 
Asn 


CCG 
Pro 


CCG 
Pro 


AAC 
Asn 


AAT 
Asn 


TAT 
Tyr 


TTT 
Phe 


TCT 
Ser 


TTA 

Leu 


GAT 
Asp 


555 
Gly 


ACC 
Thr 


GAT 

Asp 


CTT 
Leu 


1763 
576 


CAT 
His 


CTT 
Leu 


TCC 
Sep 


GAG 
51 u 


AGA 
Arg 


655 
51 y 


GCC 
Ala 


ACT 
Thr 


TCT 
Ser 


CCG 
Pro 


AAA 
Lys 


GGS 
51 y 


AGT 
Ser 


GAT 
Asp 


GGS 
Gly 


1606 
591 


■55 A 
51 y 


6AC 
Asp 


CTA 
Leu 


GCC 
Ala 


TCT 
Ser 


CCG 
Pro 


TAC 
Tyr 


GTS 
Val 


AAC 
Asn 


AAT 
Asn 


TGC 
Cys 


CAT 
His 


ATC 
ii e 


ACA 
Thr 


ACS 
Thr 


1653 
606 


5CG 
Ala 


CAA 
Gin 


TAT 
Tyr 


TTC 
Phe 


TAC 
Tyr 


6TT 
Val 


CCG 
Pro 


GAA 
Glu 


T5C 

Cys 


CCT 
Pro 


SAT 

asp 


ATA 
He 


55A 
Sly 


AAC 
Asn 


CTA 
Leu 


1698 
621 


C6A 
Arg 


TCT 
Ser 


TTG 
Leu 


AGC 
Ser 


ATC 
lie 


ATS 
Met 


AAC 
A in 


CSS 
Arg 


TG5 
Trp 


ACC 
Thr 


GAA 
Glu 


ACG 
Thr 


GAA 
Slu 


TTC 
Phe 


GTA 
Val 


1943 
636 


ATT 


GCA 


GAC 


GAC 


CTC 


GAG 


GAT 


GTC 


GGC 


AAS 


CTT 


AAG 


AAT 


GAA 


AAA 


1966 
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He 




A = P 


A = P 


l. e i j 


Gl u 


Asp 


Va i 


Gl y 


LyS 


Leu 


L y = 


Asn 


Glu 


Lys 


O — i 


AAT 
Asn 


TTT 

Phe 


TAT 
Tyr 


CGC 
Arg 


TTT 
Phe 


CTA 
Leu 


TTT 
Phe 


ACC 
Thr 


TTT 
Phe 


TTA 
Leu 


TCC 
Ser 


GCC 
Ala 


GCC 
Ala 


GAC 
Asp 


GAT 
Asp 


2033 

C'OO 


CTA 
Leu 


•3TT 
Vsl 


AAC 
Asn 


TTG 
Leu 


A T 
MM ! 

Asn 


ATA 
He 


SAC 
Asp 


AST 

Ser 


CTG 
Leu 


TTG 
Leu 


AGT 
Ser 


TTA 
Leu 


TTC 
Phe 


ACT 
Thr 


CAG 
bl n 


i. c * 

WW 1 


AAA 
Lys 


GAT 
Asp 


ATA 

He 


CAT 
His 


CAT 
His 


TAT 
Tyr 


TAC 
Tyr 


TTT 
Phe 


GAA 
Glu 


CAG 
Gin 


GAA 
Glu 


TGT 

Cv 5 


ATA 
He 


GAA 
Gl u 


GCT 
Ala 


2123 
69 6 


GTC 
Val 


CAT 
His 


TCG 
Ser 


AGG 
Arg 


GCC 
AI a 


TAC 
Tyr 


AGT 
Ser 


ATA 
He 


ATT 
He 


CAG 
Gin 


CTA 
Leu 


ATG 
Met 


CTG 
Leu 


TTC 
Phe 


AGC 
Ser 


21 6£ 
71 : 


AAT 
Asn 


GAT 
Asp 


CAA 
Gl n 


sec 

Ala 


GCT 
Ala 


CGC 
Arg 


CAA 
Gin 


GAA 
Glu 


TAC 
Tyr 


GTC 
Val 


ACC 
Thr 


TCA 
Ser 


ACT 
Thr 


TTG 
Leu 


AGA 
Arg 


2213 
726 


TCC 
Ser 


CCC 
Pro 


GCA 
Ala 


ATT 
He 


TTA 
Leu 


TCA 
Ser 


AAA 
Lys 


TTG 
Leu 


GAA 
Gl u 


TGG 
Trp 


TTG 
Leu 


GAA 
Gl u 


CGG 
Arg 


CGA 
Arg 


GTT 
Val 


225S 
741 


GCA 

Ala 


GAA 
G "i u 


TGC 

Cys 


ACC 
Thr 


TCT 
Ser 


ATC 
He 


GCT 
Ala 


GAA 
Glu 


AAA 
Lys 


TAT 
Tyr 


ATT 
He 


CTC 
Leu 


ATG 
Met 


ATT 
He 


TTA 
Leu 


2303 
756 


ATA 
He 


GAG 
Gl u 


GGT 
51 y 


ATA 
He 


TTT 
Phe 


TTC 
Phe 


ACT 
Thr 


GCG 
Ala 


TCT 
Ser 


TTT 
Phe 


GCT 
Ala 


GCA 

Ala 


ATC 
He 


GCC 
Ala 


TAC 
Tyr 


2343 
771 


CTT 
Leu 


CGT 
Arg 


GTC 
Vsl 


AAT 
Asn 


AAC 
Asn 


CTG 
Leu 


TTT 
Phe 


GTG 
Val 


GTT 

Val 


ACA 
Thr 


TGT 

Cys 


A' A 

Gl n 


ATT 
He 


AAC 
Asn 


AAC 
Asn 


2393 
786 


TTG 
Leu 


ATT 
lie 


AGC 
Ser 


AGA 
Arg 


GAT 
Asp 


GAA 
Glu 


GCT 
Ala 


ATA 
He 


CAC 
His 


GTG 
Val 


GAA 
Gl u 


GCA 
Al a 


TCC 
Ser 


TGT 

Cys 


TGC 

Cys 


2436 

801 


ATT 
lie 


TTT 
Phe 


* A A 

nr»n 


AAT 

Asn 


TAT 

Tyr 


CTC 
Leu 


GCC 
Al a 


GGC 
Sly 


CCC 
?ro 


AAA 

Lys 


CCT 
Pro 


ACT 

i hr 


ACT 

Thr 


GCC 
A i a 


CGC 
Arg 


2*S3 
31c 


ATC 
He 


CAC 
His 


ACG 
Thr 


CTG 
Leu 


TTT 
Phe 


AAA 
Lys 


GAA 
Gl ij 


GCC 
Ala 


GTT 

Val 


ACG 
Thr 


GTG 

Val 


GAA 
Glu 


TGC 

Cys 


GAG 
G 1 u 


TTC 

Phe 


252S 
63 1 


CTC 
Leu 


CGC 
Arg 


ACG 

Thr 


GCG 
Ara 


GCT 

Al a 


CCT 
Pro 


CGC 
Arg 


ACC 
Thr 


AGT 
Ser 


AAT 
Asn 


ATT 
He 


ATC 
lie 


AAT 
Asn 


ATT 
He 


~ A T 

On l 

As? 


•-.c — 

- ' i w 

S4o 


6CC 
Ala 


ATT 
He 


TGC 

Cys 


AGC 
Ser 


TAT 
Tyr 


GTA 
Val 


CGG 
Arg 


TAC 

Tyr 


AGT 

Ser 


GCA 
Ala 


GAC 
Asp 


AGG 
Arg 


TTG 
Leu. 


TTG 
Leu 


AGA 
Arg 


2613 
561 


GCG 
Ala 


CTT 
Leu 


GAT 
Asp 


ATA 
He 


CTG 
Leu 


CCC 
Pro 


ATT 
He 


TAC 

Tyr 


GAC 
Asp 


GAA 
Glu 


CCC 
Pro 


AAA 
Lys 


CCC 
Pro 


CCT 
Pro 


GCT 
Ala 


2663 
S76 


GAT 
Asp 


TTC 
Phe 


CCC 
Pro 


CTC 
Leu 


GTC 
Val 


CTC 
Leu 


ATG 
Met 


TCC 
Ser 


GCT 
Ala 


GCA 
Ala 


AGC 
Ser 


AAT 
Asn 


ACT 
Thr 


AAC 
Asn 


TTT 
Phe 


270S 
891 


TTC 
Phe 


GAG 
Gl u 


CGA 
Arg 


CGA 
Arg 


A A ,^ 

Asn 


ACC 
Thr 


GCA 
Ala 


TAC 
Tyr 


TCT 
Ser 


GGA 
G i y 


AGC 
Ser 


GTT 

Val 


Ser 


AAT 
Asn 


GAT 
Asp 


2753 
906 



CTT TAATTCGCAATTGAAATTACCCGATTCACGTGTACTTTAGGTCAAATATAAAGTT 2811 



CGTGTAATGCATCCTCGTTCGCGTTTCTTTTTTAGGCGACCCTATTCCAATACTTTGTCA 2871 
ACCACTCTATTGAAGGCGTATCTCGATGCGTCGTAAAAAGCGGATGCTAAACTGCCCGCT 2931 
.TCGTTACTATCAACTATACTACGGAGGACCAAGTTCTCAATTGCAGAATCATCCCGCGTC 2991 
TCTTGCGTAATAGGAAACCGCTTTAAGATACTGACTCTGTGTGTTCTTCGTTCTGGTGTT 3051 
ATATTTTCTATTACATGTTTTATAAATTTATATTCTAGAACTTCACATTTGGTTCGGTGG 31 1 1 
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AGCTCSTAAATGCGTTAACGCCTGCCGT5CGTCGCGTATTATATTTACATC5TTATAG5T 3171 
5GCGCACAGGCGGTCT5TGCTG5AGTTATGATCATTTTT6CGGTTCTCGCTTAAAGTTGT 3231 
CCGTAGATTATGCTTCAGTCCAGACCTATCTATATGCTTCTCGTTTA 327S 



SEQ ID NO: 2 

Longueur de la sequence : 2 176 paires de bases 
Type de molecule sequence© ; ADNc pour ARN gSnomique 
Origine de la molecule : 

Virus de la maladie de Newcastle 

souche Texas 
Source experimentale : 

Plasmide pNDV108 
Caracteristiques : 

de 1 a 271 paires de bases : gene Matrix 

de 272 a 430 paires de bases : region non codante 

de 431 a 2 092 paires de bases : gene de la proteins fusion 

de 2 093 a 2 176 paires de bases : region non codante 
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A CCT TCC GTG CTC GTG AAG GCG AGA GGT GCA CG5 ACT AGG CTS 
Pro Ser Val Leu Val Lvs Ala Arg Glv Ala Arg Thr Arg Leu 



5 


CTG 
Leu 


GCA 
Ala 


CCT 
Pro 


TTC 
Phe 


TTC 

Phe 


TCT 
Ser 


AGC 
Ser 


AGT 
Ser 


GGG 

Gl Y 


ACA 
Thr 


GCC 
Ala 


TGC 
Cv; 


TAT 
Tvr 


CCT 
Pro 


ATA 
He 






GCA 
Ala 


AAT 

A 5 0 


sec 

Ala 


TCT 
Ser 


CCT 
Pro 


CAG 
Gl n 


GTA 
Val 


GCT 
Ala 


AAG 
Lys 


ATA 
He 


CTC 
Leu 


TGG 
Trp 


AGT 
Ser 


CAA 
Gl r» 


ACT 

Thr 


133 
44 


10 


GCG 

n i d 


CGC 
Arg 


CTG 
Leu 


CGG 
Arg 


AGT 
Ser 


GTA 

Val 


AAA 

Lys 


ATC 
He 


ATC 
He 


ATT 
He 


CAA 
Gl n 


GCG 
Ala 


GGC 
Glv 


ACC 
Thr 


« A A 

Gl o 


178 
5? 




CGC 

Arg 


GCT 
Ala 


GTC 

Val 


GCA 
Ala 


GTG 
Val 


ACT 
Thr 


GCT 
Ala 


GAC 
Asp 


CAT 
His 


GAG 
G i u 


GTT 

Val 


ACC 
Thr 


TCT 
Ser 


ACT 

Thr 


AAG 
Lys 


223 

. 74 


15 


ATA 
lie 


GAG 
Glu 


AAG 
Lye 


AGG 
Arg 


CAT 
His 


ACC 
Thr 


ATT 
He 


GCT 
Ala 


AAA 
Lys 


TAC 
Tvr 


AAT 
Asn 


CCT 
Pro 


TTC 
Phe 


AAG 
Lys 


AAA 
Lys 


268 
89 



TAGGCTGCATCTCTGAGACTGCAATCCGCCCGCTTTCCCGAATCACCATGATACTAGATA 32S 



ATGATCTGTCTTGATTGCTTACAGTTAGTTTACCTGTCTATCAAGTTAGAAAAAACACGG 388 

20 

GTAGAAGAATTTGGATCCCGGTTGGCACATTCAAGGTGCAAGATG GGC TCC AGA 442 

Met Gly Ser Arg 9j> 



25 


TCT 
oer 


TCT 

C - r. 

otf r 


A 

M'w'w 
Tt- 
1 i 1 P 


AGG 
Arg 


ATC 


CCG 

Pro 


GTA 
Val 


CCT 
Pro 


CTA 
Leu 


ATG 
Met 


CTG 
Leu 


ATC 

He 


ATC 
H 3 


CGA 
Arg 


ACC 
Thr 


457 

1 OS 




GCG 
Ala 


v » O 

Leu 


Thr 


CTG 
Leu 


AGC 
Ser 


TGT 


ATC 
l i e 


CGT 
Arg 


CTG 
Leu 


a r a 
rtCri 

1 Ml 


AGC 

Car> 
W V 1 


TCT 

Pgr 


CTT 
Leu 


GAT 


GGC 

'2 i y 


e :"3'"' 


30 


AGG 

r»i g 


Pro 


CTT 
Leu 


GCG 
Ala 


GCT 
Ala 


GCA 
Ala 


GGG 
Gly 


ATC 
He 


GTG 
Val 


GTA 

Val 


ACA 
Thr 


GGA 

Gly 


GAT 


f. 

r-ir-i — » 

L v i 


•zC-n 

A » 






GTC 
Val 


AAC 
Asn 


ATA 
He 


TAC 

Tyr 


ACC 
Thr 


TCA 
Ser 


TCC 
Ser 


CAG 
Gl n 


ACA 
Thr 


GGG 
Gl v 


TCA 

Ser 


ATC 
Hs 


■ v / 
H 1 n 

He 


GTT 

Val 


AAG 

L v = 


1 = 3 


35 


TTA 
Leu 


CTC 
Leu 


CCG 
Pro 


AAT 
Asn 


ATG 
Met 


CCC 
Pro 


AAG 
Lys 


GAC 
Asp 


AAA 

Lvs 


GAG 
Gl u 


GTG 
Val 


TGT 
Cys 


GCA 
Ala 


r f. 

nrtri 

Ly = 


A \ a 


66 7 
loS 




~ « A 

Pro 


TTG 
Leu 


GAG 
Glu 


GCA 
Ala 


TAC 

Tyr 


AAC 
Asn 


AGG 
Arg 


ACA 
Thr 


CTG 
Leu 


ACT 
Thr 


ACT 
Thr 


TTA 
Leu 


CTC 
Leu 


ACC 
Thr 


CCC 
Pro 


712 

1 3*7 

1 WW 


40 


CTT 
Leu 


GGT 

Gl y 


GAT 
ASP 


TCT 
Ser 


ATC 
lie 


CGC 
Arg 


AGG 
Arg 


ATA 
He 


CAA 
Gin 


GAG 
Gl u 


TCT 
Ser 


GTG 
Val 


ACT 
Thr 


ACT 
Thr 


T 1 ** C 
Ser 


757 
196 




G- . 
Gl y 


GGA 
Gl y 


AGG 
Arg 


AGA 
Arg 


CAG 
Gin 


AGA 
Arg 


CGC 
Arg 


TTT 
Phe 


ATA 
He 


GGT 

Gl y 

> 


GCC 
Ala 


ATT 
He 


ATC 
lie 


GGC 
Gly 


AtoT 

Ser 


302 
213 


45 


GTA 

Val 


GCT 

n i n 


CTT 
Leu 


GGG 
Gly 


GTT 

Val 


GCG 
Ala 


ACA 
Thr 


GCT 
Ala 


GCA 
Ala 


CAG 
Gl n 


ATA 
He 


ACA 
Thr 


GCA 
Ala 


GCT 
Ala 


TCG 
Ser 


547 

22S 




GCC 
A 1 a 


CTG 
Leu 


ATA 
He 


CAA 
Gl n 


GCC 
Ala 


AAC 
Asn 


CAG 
Gin 


AAT 
Asn 


GCT 
Ala 


GCC 
Ala 


AAC 
Asn 


ATC 
He 


CTC 
Leu 


CGG 
Arg 


CTT 
Leu 


592 
243 


50 


AAA 
Lys 


GAG 
Glu 


AGC 
Ser 


ATT 
He 


GCT 
Ala* 


GCA 
Ala 


ACC 
Thr 


AAT 
Asn 


GAA 
Gl u 


GCT 
Ala 


GTG 
Val 


CAC 
His 


GAG 
Glu 


GTC 
Val 


ACT 
Thr 


937 
256 




GAC 
Asp 


GGA 
Gly 


TTA 
Leu 


TCA 
Ser 


CAA 
Gin 


CTA 
Leu 


GCA 
Ala 


GTG 

Val 


GCA 
Ala 


GTA 
Val 


GGG 
Gly 


AAG 
Lys 


ATG 
Met 


Gl n 


CAG 
Gl n 


9S2 

273 


55 


TTT 
Phe 


GTC 
Val 


AAT 

Asn 


GAC 
Asp 


CAG 
Gin 


TTC 
Phe 


AAT 
Asn 


AAT 
Asn 


ACA 
Thr 


GCG 
Ala 


CAA 
Gl n 


GAA 
Glu 


TTG 

Leu 


GAC 
Asp 


TGT 

Cys 


1027 
2SS 
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ATA 
lie 


AAA 
Lys 


ATT 
lie 


GCA 
Aid 


CAG 
Gin 


CAG 
Gl n 


GTC 
val 


GGT 
Gly 


GTA 
Val 


GAA 
51 u 


CTC 
Leu 


Asn 


TTG 
Leu 


Thv 
Tvr 


Leu 


1 'J ; - 

303 


ACT 
Thr 


GAA 
51 u 


TTG 
Leu 


ACT 
Thr 


ACA 
Thr 


GTA 
Vat 


TTT 
Phe 


GGG 

51 v 


CCA 
Pro 


CAA 
Gin 


f T f- 
M I w 

11 e 


Thr 


Ser 


.- - -r 

Pro 


.1 ."■ r 
Ala 


ill. 
Sir 


TTA 

Leu 


ACT 
Thr 


CAG 
•31 ri 


CTG 
Leu 


ACT 
Thr 


at: 

He 


CAA 
Gin 


GC-G 
Ala 


CTT 
Leu 


TAC 
Tvr 


AA ( 

Asn 


* T * 
^ .* m 

Leu 


"J w 1 

Ala 


J 'J I 

Gl v 


Gly 


t 1 i. "* 

1 1 


AAT 
Asa 


AT* 
Met 


GAT 
Asp 


TAC 
Tyr 


TTG 
Leu 


CTG 
Leu 


ACT 
Thr 


aaG 
Lys 


TTA 
Leu 


GGT 
Gly 


o i A 
Val 


- • — 

Glv 


A A** 

Asn 


Asn 


r a a 
Glr, 


34£ 


CTC 
Leu 


AGC 
Ser 


TCA 
Ser 


TTA 
Leu 


ATT 
He 


GGT 
Gly 


Ao v 
Ser 


GGC 
Gly 


TTG 
Leu 


ATC 
He 


ACC 
Thr 


GGC 
Glv 


tip 

Asn 


L C T 

Pro 


* TT 

He 


1 'i 

363 


CTG 
Leu 


TAC 
Tyr 


GAC 
As p 


TCA 
Ser 


CAG 
Gin 


ACT 
Thr 


CAG 
Gin 


ATC 
He 


TTG 
Leu 


GGT 

Glv 


ATA 
He 


CAG 
Gin 


aTA 
Va) 


Thr 


i To 
Leu 


1 ^.7 . ! 

375 


CCT 
Pro 


TCA 
Ser 


GTT 

Val 


GGG 
S\y 


AAC 
Asn 


CTG 
Leu 


AAT 
Asn 


AAT 
Asn 


ATG 
Met 


CGT 
Arg 


GCC 
Ala 


ACC 
Thr 


TAC 
Tyr 


uTu 
Leu 


/* A /~ 

Glu 


393 


ACC 
Thr 


TTA 
Leu 


TCT 
Ser 


GTA 
Val 


AGC 
Ser 


ACA 
Thr 


ACC 
Thr 


AAG 

Lys 


GGA 
Gly 


TTT 

Phe 


GCC 
Ala 


i LA 

Ss: 


f o\*A 

Ala 


l v 1 T 
Leu 


(a i ^ 

Val 


406 


CCA 
Pro 


AAA 
Lys 


GTG 

Val 


GTG 

Val 


ACA 
Thr 


CAG 
Sin 


GTC 

Vat 


GGT 
Sly 


TCC 
Ser 


GTG 

Val 


ATA 
He 


GAA 

51 u 


GAA 
51 u 


C / T 
Leu 


'jAu 


4 -IT*"' 

422 


ACC 
Thr 


TCA 
Ser 


TAC 
Tvr 


TGT 
Cys 


ATA 

He 


GGG 
Glv 


ACC 
Thr 


GAC 
Asp 


TTG 

Leu 


GAT 

ASP 


TTA 
Leu 


TAC 
T-/r 


TGT 

Cys 


ACA 
Thr 


A»j»-» 
Ar? 


it/. 
43S 


ATA 

He 


GTG 

Vsl 


ACA 

Thr 


TTC 

Phe 


CCT 
Pro 


ATG 

Met 


TCT 

Ser 


CCT 
Pro 


GGT 
Gly 


ATT 
He 


TAT 

Tyr 


TCT 

U-' 


TGT 

Cys 


CTG 
Leu 


• ^ 
Ser 


j er 

i-ii 


GGT 

Sly 


AAT 
As ft 


ACA 
Trr- 


TCG 
Ser 


GCT 
Ala 


TGC 

Cys 


ATG 
Met 


TAT 
Tvr 


TCA 
Ser 


AAG 

Lys 


ACT 

Thr 


3AA 

Sly 


GGC 

51 v 


GCA 
Ala 


'w i t 

Leu 


- C ^ T 

i -'W •' 


ACT 
Thr 


ACS 
Thr 


CCA 
Fro 


TAT 

Tyr 


ATG 
Met 


GCT 
Ai* 


CTC 

1 PU 


AAA 
Lvs 


GGC 
51 v 


TCA 
Ser 


GTT 

Val 


ATT 

i'r 


GCC 
a: a 


AAT 
Asn 


TGC 

Cv? 


' i * ■*■ 

i i — 


AA5 
Lys 


CTG 
Leu 


ACA 
Thr 


ACA 
Thr 


TGT 
Cys 


ASA TGT 
Arg Cys 


GCA 
Ala 


GAT 
Asp 


CCC 
Pro 


CCA 
Pro 


GGT 

"Glv 


ATC 
He 


ATA 
He 


TCG 
Ser 


4?S 


CAA 
Sin 


AAT 
Asn 


TAT 

Tyr 


G5A 
Gly 


GAA 
51 u 


GCT 
Ala 


GTG 
Val 


TCC 
Ser 


TTA 
Leu 


ATA GAT AG'S CAC TCA TGC 
He Asp Ars His Ser Cys 


513 


AAC 
Asn 


GTC 

Val 


TTA 
Leu 


TCC 
Ser 


TTA 
Leu 


GAC 
Asp 


GGG 
Gly 


ATA 
lie 


ACT 
Thr 


CTG 
Leu 


ASG 
Arg 


CTC 

U5U 


AGT 
Ser 


SSG 
Glv 


GAA 
Glu 


1747 
52S 


TTT 
Phe 


GAT 

Asp 


GCA 

a;* 


ACC 
Thr 


TAT 

Tyr 


CAA 
Gl r» 


AAG 
Lvs 


AAT 
A5n 


ATC 
He 


TCT 
Ser 


ATA 
He 


CTA 
Liu 


GAT 
Asp 


TCT 
Ser 


CAA 
Gin 


i . » «- 

S43 


GTT 

Val 


ATA 
He 


GTG 

Vsl 


ACA 
Thr 


GGC 
Gly 


AAT 
Asn 


CTT 
Leu 


GAT 
Asp 


ATA 
He 


TCA 
Ser 


ACT 
Thr 


GAG 
Glu 


CTT 
Leu 


GGG 
Sly 


AAT 
Asn 


1537 
!5S 


GTC 

Val 


AAC 
Asn 


AAC 

A a ft 


TCA 
Ser 


ATA 
He 


AGT AAT 

Ser Asn 


GCC 
Ala 


CTG 
Leu 


AAT 
Asn 


AAG 
Lys 


TTA 
Leu 


GAG 
Glu 


SAA 
Slu 


AGC 
Ser 


S?3 


AAC 
Asn 


AGC 
Ser 


AAA 

Lys 


CTA 
Leu 


GAC 
Asp 


AAA 
Lys 


GTC 
Val 


AAT 
Asn 


GTC 
Val 


AAA 
Lys 


CTG 
Leu 


ACC 
Thr 


A^jc 
Ser 


ACA 
Thr 


TCT 
Ser 


1 / 

553 


GCT 
Ala 


CTC 
Leu 


ATT 
He 


ACC 
Thr 


TAC 
Trr 


ATC 
He 


GTT 

Val 


TTA 

Leu 


ACT 
Thr 


GTC 
Val 


ATA 

He 


TCT 

Ser 


CTT 

Leu 


STT 

Va 1 


TTT 
Phe 


1972 
603 


GST 
■31 v 


GTA 
Val 


CTT 
Leu 


AGC 
Ser 


CTG 
Leu 


GTT 

Val 


CTA 

L5U 


GCA 
Ala 


TGC 

Cys 


TAC 
Tyr 


CTG 
Leu 


ATG 
Ms* 


TAC 
Tvr 


AAG 

Lys 


CAA 
Gin 


2017 
618 
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AA6 GCA CAA CAA AAG ACC TT6 TTA TGG CTT GGG AAT AAT ACC CTT 
Lys Ala Gin Gin Lys Thr Leu Leu Trp Leu Gly Asn Asn Thr Leu 

GAT CAG ATG AGA GCC ACT ACA AAA ATA TGAATACAAACGA6AGGCG5AGG 
Asp Gin Met Ara Ala Thr Thr Lys He 

TATCCCCAATAGCAATTTGCGTGTAAATTCTGGCAACCTGTTAATTA6AAGAATTAAGAA 
AAAA 



SEQIDNO:3 

TYPE DE SEQUENCE : oligonucleotide 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 21 bases 
TYPE DE MOLECULE : ADN 

5' GCAGCATGCCCGGGGTTGTTG 3 f 
Sraal 

SEQ ID NO : 4 

TYPE DE SEQUENCE : oligonucleotide 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 21 bases 
TYPE DE MOLECULE : ADN 

5\ CCGATTCACGTCGACTTTAGG 3' 
Sail 



SEQ ID NO: 5 

TYPE DE SEQUENCE:. oligonucleotide 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 21 bases 
TYPE DE MOLECULE : ADN 

5 1 GGGTTG TCCATGG CGGCTATA 3' 
Ncol 



SEQ ID NO : 6 

TYPE DE SEQUENCE : oligonucleotide 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 22 bases 
TYPE DE MOLECULE : ADN 

5' CAAGGTGCA CCATGG GCTCCAG 3 1 
Ncol 



SEQ ID NO : 7 

TYPE DE SEQUENCE : oligonucleotide 
LONGUEUR DE LA SEQUENCE : 25 bases 
TYPE DE MOLECULE : ADN 
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5 1 G CTATTGGG G ATATC TCCGCCTCTC 3 f 
EcoRV 

5 

Revendicatlons 

1. Virus recombinant HVT, comprenant au moins un gene heterologue insere dans la region, du genome dudit virus, 
10 correspondant au gene de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase, de f aeon a pouvoir etre exprime. 

2. Virus recombinant selon la revendication 1 , caracterise en ce que le gene heterologue code pour un immunogene 
viral, bacterien ou parasitaire. 

is 3. Virus recombinant HVT, comprenant au moins un gene heterologue qui est ins6r6 dans la region, du genome de 
HVT, correspondant au gene de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase et qui code pour des 
immunogenes provenant d'agents pathogenes associes notamment a la maladie de Marek, a la bronchite infec- 
tieuse aviaire, a la maladie de Newcastle, a la peste aviaire, a la maladie de Gumboro, a la laryngotracheite 
infectieuse, a la coccidiose, a la colibaccillose. 

20 

4. Virus recombinant selon la revendication 2 ou 3, caracterise en ce que le gene heterologue ins6re est susceptible 
d'etre exprime sous le contrdle des sequences regulatrices de la transcription du gene de la petite sous-unite RR2. 

5. Virus recombinant selon la revendication 2 ou 3, caracterise en ce que le gene heterologue ins6re est susceptible 
25 d'etre exprim6 sous la dependance de sequences promotrices, du virus consider ou d'autres virus herpes, rap- 

portees dans le g6nome du vims consider. 

6. Virus recombinant selon Tune des revendications 2 a 5, caracterise en ce que les codons d'initiation et de termi- 
naison du gene RR2 sont remplac6s par ceux du g6ne a inserer 

30 

7. Proc6d6 de preparation d'un virus recombinant a partir d'un virus HVT, caracterise en ce qu'on insere au moins 
un g6ne h6terologue dans la region, du g6nome dudit virus, qui correspond au gene de la petite sous-unite RR2 
de la ribonucleotide reductase, de telle facon que ledit gene heterologue puisse 6tre exprime. 

35 8. Precede selon la revendication 7, caracterise en ce qu'on isole une partie du g6nome viral renfermant le gene de 
la petite sous-unite RR2, on realise une deletion partielle ou totale de ce gene et on insere le gdne heterologue 
dans la region correspondant audit gdne avant d'inserer la sequence ADN obtenue dans le genome du virus par 
cotransfection et recombinaison homologue. 

40 9. Proc6d6 selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que le gene ins6r6 est sous le contrdle de sequences 
r6gulatrices de la transcription du g6ne RR2. 

1 0. Proc6de selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que le g6ne ins6r6 est sous la dependance de sequences 
promotrices, du vfrus consid6r6 ou d'autres virus herpes, rapportees dans le genome du virus consid6r6. 

45 

11. Precede selon i'une des revendications 7 a 10, caracterise en ce que Ton substrtue les codons d'initiation et de 
terminaison du gene RR2 par ceux du gene a ins6rer. 

12. Precede de preparation d'un virus recombinant HVT, caracterise en ce que : 

so 

a) on isole un fragment Bam HI K1 du genome de HVT par digestion du genome par I'enzyme de restriction 
Bam HI 

b) on digere ce fragment par I'enzyme de restriction Hind III, pour obtenir un fragment correspondant a la 
partie 5' du gene RR2 et a la region. en amont tncluant le promoteur et un fragment correspondant a la partie 

55 3' du gene RR2 et a la region en aval de ce gene, 

c) on clone les deux fragments 5' et 3' obtenus en b) respectivement dans les vecteurs pUC18 et pUC19, 

d) on digere ces plasmides respectivement par les couples d'enzymes de restriction Hind III - Aat II et Xmn I 
- Aat II puis on les ligue ensemble pour donner un nouveau plasmide comportant une deletion entre les sites 
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initiaux Hind III et Xmn I, 

e) on crde par mutageYiese dirigde les sites de restriction dans le plasmide obtenu en d), 

f) on clone dans ce site de restriction un gene h6t6rologue, et 

g) on insere le fragment d'ADN obtenu en f ) dans le g6nome du virus HVT par cotransf ection et recombinaison 
5 homologue. 

1 3. Proc6d6 selon la revendication 1 2, caract6ris6 en ce que le gene he16rologue code pour un immunogene provenant 
d'agents pathogenes assoctes a une maladie aviaire telle que la maladie de Marek, la bronchite infectieuse aviaire, 
la maladie de Newcastle, la peste aviaire, la maladie de Gumboro, la laryngotrach6ite infectieuse, la cocci diose t 

io la colibacillose. 

14. Virus recombinant obtenu selon I'une quelconque des revendications 7 a 13. 

15. Vaccin comprenant un virus recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 a 6 et 14. 

75 

16. Sequence nucteotidique delimited par les bases 1695 a 2759 a la SEQ ID NO : 1 , et ses variantes et fragments, 
et correspondant au g&ne de la petite sous-unite RR2 de la ribonucleotide reductase du virus HVT 



20 PatentansprOche 

1. Rekombinantes HVT-Virus, enthaltend mindestens ein heterologes Gen, das in den Bereich des Genoms des 
genannten Virus, der dem Gen der kleinen Untereinheit RR2 der Ribonucleotid-Reduktase entspricht, in der Weise 
eingefOgt ist, daG es exprimiert werden kann. 

25 

2. Rekombinantes Virus nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da 3 das heterologe Gen fur ein virales, bak- 
terielles Oder parasitares Immunogen codiert. 

3. Rekombinantes HvT-Virus, enthaltend mindestens ein heterologes Gen, welches in den Bereich des HVT-Ge- 
30 noms, der dem Gen der kleinen Untereinheit RR2 der Rebonucleotid-Reduktase entspricht, eingefOgt ist und fur 

Immunogene codiert, die von pathogenen Mitteln abstammen, welche insbesondere mit der Marek-Krankheit, der 
infektiosen Vogel- Bronchitis, der Newcastte-Krankheit, der Vogel-Pest, der Gumboro-Krankheit, der infektiosen 
Laryngotracheitis, der Kokzidiose und der Colibazillose verknupft ist. 

35 4. Rekombinantes Virus nach Anspruch 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet, daG das eingefOgte heterologe Gen 
unter der Steuerung von regulierenden Sequenzen der Transkription des Gens der kleinen Untereinheit RR2 ex- 
primiert werden kann. 

5. Rekombinantes Virus nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daG das eingefOgte heterologe Gen in 
40 Abhangigkeit von fordernden Sequenzen des in Rede stehenden Virus Oder anderer Herpesviren, die in dem 

Genom des in Rede stehenden Virus eingebracht sind, exprimiert weden kann. 

6. Rekombinantes Virus nach einem der AnsprOche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daG die Start- und Stop- 
Codons des Gens RR2 durch jene des einzufOgenden Gens ersetzt sind. 

45 

7. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Virus ausgehend von einem HVT-Vjrus, dadurch gekennzeich- 
net, daG man mindestens ein heterologes Gen in den Beireich des Genoms des genannten Virus, der dem Gen 
der kleinen Untereinheit RR2 der Ribonucleotid-Reduktase entspricht, in der Weise einfOgt, daG das heterologe 
Gen exprimiert werden kann. 

so 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daG man einen Teil des viralen Genoms, der das Gen der 
kleinen Untereinheit RR2 enthalt, isoliert, eine teilweise oder vollstandige Deletion dieses Gens bewirkt und das 
heterologe Gen in den dem genannten Gen entsprechenden Bereich einfugt, bevor man die erhaltenen DNA- 
Sequenz durch Co-Transfektion und homologe Rekombination in das Genom des Virus einfugt. 

55 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, das das eingefOgte Gen unter der Steuerung von 
regulierenden Sequenzen der Transkription des Gens RR2 steht. 
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10. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzelchnet, daG das eingefugte Gen unter Abhangigkeit von 
fdrdernden Sequenzen des in Rede stehenden Virus oder anderer Herpes-Viren, die in dem Genom des in Rede 
stehenden Virus vorliegen, steht. 

s 11. Verfahren nach einem der AnsprOche 7 bis 10, dadurch gekennzelchnet, daft man die Start- und Stop-Codons 
des Gens RR2 durch jene des einzufugenden Gens ersetzt. 

12. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten HVT- Virus, dadurch gekennzelchnet, dafJ man: 

10 a) ein Fragment Bam HI K1 des HVT-Genoms durch Digerieren des Genoms mit dem Restriktionsenzym Bam 

HI isoliert, 

b) dieses Fragment mit dem Restriktionsenzym Hind lit digeriert, urn ein Fragment, das dem S'-Abschnitt des 
Gens RR2 und dem oberhalb davon liegenden Bereich einschliefclich des Promotors entspricht, und ein Frag- 
ment, das dem 3'-Abschnitt des Gens RR2 und dem unterhalb davon liegenden Bereich dieses Gens ent- 

15 spricht, zu erhalten, 

c) die beiden in der Stufe b) erhaltenen Fragmente 5* und 3' in den Vektoren pUC18 bzw. pUC19 kloniert 

d) diese Plasmide mit den Restriktionsenzympaaren Hind III - Aat II bzw. Xmn I - Aat II digeriert und sie 
anschlieBend verknupft zur Bildung eines neuen Plasmids, welches eine Deletion zwischen den Ursprungs- 
stellen Hind III und Xmn I aufweist, 

20 e) durch gesteuerte Mutagenese Restriktionsstellen in dem in der Stufe d) erhaltenen Plasmid erzeugt, 

f) in dieser Restriktionsstelle ein heterologes Gen kloniert und 

g) das in der Stufe f) erhaltene DNA-Fragment durch Co-Transfektion und homologe Rekombination in das 
Genom des HVT-Wus einfOgt. 

25 1 3. Verfahren nach Anspruch 1 2, dadurch gekennzelchnet, daG das heterologe Gen fur ein Immunogen codiert, das 
von pathogenen Mitteln stammt, die mit einer Vogel-Krankheit, wie der Marek-Krankheit, der infektiosen Vogel- 
bronchitis, der Newcastle-Krankheit, der Vogel-Pest, der Gumboro-Krankheit, der infektiosen Laryngotracheitis, 
der Kokzidiose und der Colibazillose, verknupft sind. 

oo 14. Rekombinantes Virus, erhalten nach einem der AnsprOche 7 bis 1 3. 

15. Impfstoff, enthaltend ein rekombinantes Virus nach einem der AnsprOche 1 bis 6 und 14. 

16. Nucleotidsequenz, begrenzt durch die Basen 1695 bis 2759 der SEQ ID No: 1 und dessen Varianten und Frag- 
35 mente, entsprechend dem Gen der kleinen Untereinheit RR2 der Ribonucleotid-Reduktase des HVT-Virus. 



Claims 

40 1. Recombinant HVT virus, comprising at least one heterologous gene inserted into the region of the genome of the 
said virus corresponding to the gene of the small sub-unit RR2 of the reductase ribonucleotide, in such a way as 
to be capable of being expressed. 

2. Recombinant virus as claimed in Claim 1 , characterised in that the heterologous gene codes for a viral, bacterial 
45 or parasitic immunogen. 

3. Recombinant HVT virus, comprising at least one heterologous gene which is inserted in to the region of the HVT 
genome corresponding to the gene of the small sub-unit RR2 of the reductase ribonucleotide and which codes for 
immunogens originating from pathogenic agents associated particularly with Marek's disease, infectious bronchitis 

so jn fowl, Newcastle disease, fowlpest, Gumboro disease, infectious laryngotracheitis, coccidiosis, colibacillosis. 

4. Recombinant virus as claimed in Claim 2 or 3, characterised in that the inserted heterologous gene is capable of 
being expressed under the control of the regulatory sequences of the transcription of the gene of the small sub- 
unit RR2. 

55 

5. Recombinant virus as claimed in Claim 2 or 3, characterised in that the inserted heterologous gene is capable of 
being expressed dependent upon promoting sequences of the virus concerned or of other herpes viruses put in 
the genome of the virus concerned. 
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6. Recombinant virus as claimed in one of Claims 2 to 5, characterised in that the codons for initiation and termination 
of the gene RR2 are replaced by those of the gene to be inserted. 

7. Method of preparing a recombinant virus from a HVT virus, charaterised in that at least one heterologous gene is 
5 inserted in the region of the genome of the said virus which corresponds to the gene of the small sub-unit RR2 of 

the reductase ribonucleotide, in such a way that the said heterologous gene can be expressed. 

8. Method as claimed in Claim 7, characterised in that a part of the viral genome including the small sub-unit RR2 is 
isolated, a partial or total deletion of this gene in carried out and the heterologous gene is inserted in the region 

10 corresponding to the said gene before the DNA sequence obtained is inserted in the genome of the virus by 

cotransfection and homologous recombination. 

9. Method as claimed in Claim 7 or 8, characterised in that the inserted gene is under the control of regulatory se- 
quences of the transcription of the gene RR2. 

75 

1 0. Method as claimed in Claim 7 or 8, characterised in that the inserted gene is dependent upon promoting sequences 
of the virus concerned or of other herpes viruses put in the genome of the virus concerned. 

11. Method as claimed in one of Claims 7 to 10, characterised in that the codons for initiation and termination of the 
20 gene RR2 are substituted by those of the gene to be inserted. 

12. Method of preparing a recombinant HVT virus, characterised in that: 

a) a fragment Bam HI K1 of the HVT genome is isolated by digestion of the genome by the restricting enzyme 
25 Bam HI. 

b) this fragment is digested by the restricting enzyme Hind III in order to obtain a fragment corresponding to 
the part 5' of the gene RR2 and to the region upstream including the promoter and a fragment corresponding 
to the part 3' of the gene RR2 and to the region downstream of this gene, 

30 

c) the two fragments 5' and 3* obtained in b) are cloned respectively in the vectors pUC18 and pUC19. 

d) these plasmides are digested respectively by the pairs of restricting enzymes Hind HI - Aat II and Xmn I - 
Aat II, then they are bonded together to give a new plasmide having a deletion between the initial sites Hind 

35 III and Xmn I, 

e) restriction sites are created by directed mutagenesis in the plasmide obtained in d), 

f) a heterologous gene is cloned in this restriction site, and 1 

40 

g) the DNA fragment obtained in f ) is inserted in the genome of the HVT virus by cotransfection and homologous 
recombination. 

13. Method as claimed in Claim 12, characterised in that the heterologous gene codes for an immunogen originating 
45 from pathogenic agents associated with a disease of fowl such as Marek*s disease, infectious bronchitis in fowl, 

Newcastle disease, fowlpest, Gumboro disease, infectious laryngotracheitis, coccidiosis, colibacillosis. 

14. Recombinant virus obtained according to any one of Claims 7 to 1 3. 

50 15. Vaccine comprising a recombinant virus according to any one of Claims 1 to 6 and 14. 

16. Nucleotide sequence delimited by the bases 1695 to 2759 in SEQ ID NO: 1, and variants and fragments thereof, 
and corresponding to the gene of the small sub-unit RR2 of the reductase ribonucleotide of the HVT virus. 

55 
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Figure 2 

Introduction d'une dglStion dans le gene de la 
petite sous unite RR2 de la ribonucleotide reductase 
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Figure 3 

Creation de sites de clonage par mutag«5nese dirigSe 
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Figure 5 

Construction du plasmide pHVT003 
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Figure 6 

Construction du plasmide pHVT004 
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